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Modulation der Insulinsynthese 

Die vorliegende Erfindung betrifft insbesondere die Verwendung von Substanzen, die die 
Alctivitat der Proteine Caseinkinase.il (CK II), 14-3-3 epsilon und/oder des PcG-Proteins 
EED modulieren oder die Bindung der Proteine Caseinkinase II (CK II), 14-3-3 epsilon, 
des PcG-Proteins EED und/oder eines Fragments derselben mit dem Protein Pancreatic 
duodenal homeobox-1 (PDX-1), das bei der Glucose-induzierten Insuiin-Biosynthese eine 
entscheidende Rolle spielt; beeinflussen, zur Beeinflussung der Insulln-Synthese bzw. - 
Bereitstellung. 

Im Saugerorganismus wird nach einer Mahlzett, ausgeldst durch die Glucosebelastung, 
von den Beta-Zellen der Langerhans'schen Insein des endokrinen Pancreas In Sekretgra- 
nula gespeichertes Insulin sezemiert. Gleichzeitig kdmrrtt es zu einer Neusyntliese von 
Insulin (Transcription, Translation). Es wurde festgestellt, da(i PDX-1 als Transcriptions- 
faktor beteiligt ist (IS/icKinnon and Docherty, Diabetologia (2001), 44: 1203-1214) und die 
Ttanskriptions-dusidsenden Signalwege durch Wortmannin und SB 203580 h^mmbar 
sind. Derzeit ist aber unbekannt, wie die Vorgange, die zur Sekretion von Insulin fuhren, 
und die induktion der Neusynthese gekoppelt sind. 




Aufgabe ist es daher, Substanzen (Wirkstoffe) zur Verfugung zu stellen, die die Insulin- 
Bereitstellung wirksam beeinflussen und damit zur Beliandlung von Erkrankungen geeig- 
net sind, die durcfi eine verminderte Insulin-Synthese charakterisiert sind oder mit dieser 
einhergelien, wie z.B. Diabetes. 

Im Rafimen der vorliegenden Erfindung wurden uberrascfiend drei Proteine identifiziert, 
die an den Transkriptionsfaktor PDX-1 binden, der bei der Glucose-induzierten Insulin- 
Biosyntinese eine entsclieidende Rolle spielt (vgl. u.a. Lottmann et aL, Journal of Molecu- 
jar Medicine (2001) 79:321-328). Direkte, unmittelbare Aktivatoren von PDX-1 sind im 
Stand der Technik bislang nicht bekannt. 

ErfindungsgemaB wurden in einem eigens entwickelten experimentellen Zellsystem nacli 
Induktion mit Glucose Proteine identifiziert, die in dieser Pliase i) selbst phosplioryliert 
werden und ii) mit dem Transkriptionsfaktor PDX-1 pliysikalisch interagieren. PDX-1 
selbst wird ebenfalls Glucose-induziert phosphoryliert, wobei wichtig ist, dass bakteriell 
exprimiertes PDX-1 erst nach Phosphorylierung an die DNA binden und als Aktivator 
agieren kann. 

In diesem Zusammenliang stellt CK II in der Insulin-produaerenden Zelle eine Glucose- 
induzierte PDX-1-Kinase dar. Bei der Caseinkinase II handelt es sich um eine weit ver- 
breitete Serin/Threonin-Kinase. Das Holoenzym besteht eInem Tetramer aus zwei alpha- 
oder alpha -Untereinlieiten (oder jeweils eine dieser Untereinfieiten) und zwei beta- 
Untereinheiten -(Lotzeman et aL, . Biochemistry 36 (1990) 8436-47). Damit kann erfin- 
dungsgemaB liber die Veranderung der Aktivitat dieses Enzyms die Insulin-Bereitstellung 
moduliert werden. 

Die 14-3-3 Proteine werden als Regulator-Protetne beschrieben, die in der Zelle Schlus- 
selelemente von Signaltranduktionswegen binden (wie z.B. den Transkriptionsfaktor 
FKHR) und damit inaktivieren konnen. Erst durch Phosphorylierung der 14-3-3 Proteine 
wird diese Bindung aufgehoben. Das Protein 14-3-3 epsilon halt im unphosphorylierten 
Zustand den Transkriptionsfaktor PDX-1 gebunden und inaktiv. Nach Glucose-lnduktion 
wird 14-3-3 epsilon phosphoryliert und kann den gebundenen, inaktiven Transkriptions- 
faktor PDX-1 freisetzen, der dann als aktivierender Faktor die Insulinsynthese initiiert. 

Das EED-Protein gehort zu den Transkriptions-Repressoren, wobei an dem Vorgang der 
Repression Histon-Deacetylasen beteiligt zu sein scheinen. Erfindungsgemad handelt es 




sich bei der EED urn eine grode Isoform des Proteins, auf die in Sewalt et a!., .Mol. Cell. 
Biol. 18 (1998) 3586-95 (vgl. Fig, 4) venwiesen wird. 

Mit den vorliegenden' Arbeiten ist es somit gelungen, die drel genannten Proteine (CK II, 
14-3-3 epsilon und EED) als wesentllche regulative Elemente der Glucose-induzierten 
Insulinbiosynthese zu identifizieren. Der oben dargestellte Zusammenhang.mit dem Tran- 
skriptionsfaktor PDX-1, mit dem die Proteine physikalisch interagieren, ermoglicht nun- 
mehr die Identifizierung neuer Wirkstoffe, die effizient die Insulin-Bereitstellung beeinflus- 
sen konnen und zur Entwicklung einer neuen, effektiveren Generation von Diabetes- 
Therapeutika mit weniger Nebenwirkungen fuhren. Das Screening kann mit geeigneten 
Assays durchgefuhrt werden, wie z.B. Bindungsassays, mit deren Hilfe sich die Beeinflus- 
sung der Wechselwirkung (Bindung) der genannten Proteine mit PDX-1 direkt untersu- 
chen lalJt, oder einem Assay, bei dem man die Funktionalisierung von PDX-1 (Phospho- 
rylierung, DNA-Bindung, Transkriptionsaktivierung) unter Wirkstoffeinfiuss analysiert. Die 
Etablierung solcher Assays ist dem Fachmann wohlbekannt. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher die VenA/endung eines oder mehrerer 
Proteine gemaH SEQ ID NO:4XCK II), 6 (14-3-3 epsilon) und 8 (EED) oder Fragmenten 
derselben zur Durchfuhrung von Bindungsassays unter Verwendung eines Proteins ge- 
mali SEQ ID NO:2 (PDX-1), wobei die Fragmente an PDX-1 binden, zur Identifikation von 
Substanzen, die die Bindung zwischen dem oder den Proteinen oder Fragment(en) und 
PDX-1 beeinflussen (fordem, hemmen, modulieren). 

Die Erfindung betrifft unter anderem ein Verfahren zur Identifizierung von Substanzen, die 
geeignet sind, die Wechselwirkung eines Proteins gemali SEQ ID NO:4 (CK II), 6 (14-3-3 
epsilon) , des Proteins EED oder einem Fragment desseJben mit dem Protein gemali 
SEQ ID NO:2 (PDX-1 ) zu beeinflussen, be! dem man 

a) das Protein gemafi SEQ ID NO:4 (CK II), 6 (14-3-3 epsilon), das Protein. EED 
Oder ein Fragment derselben markiert, 

b) das Protein gemali SEQ ID NO:2 (PDX-1) markiert, 

c) die markierten Proteine von Stufe a) und Stufe b) miteinander in Kontakt bringt 
und eine Messung zur Bestimmung des/der Miarkersignals/Markersignale 
durchfuhrt, 




wobei die Markierungen so geWahIt sind, dafi eine Wechselwirkung der markierten 
Proteine von Stufe a) .und b) nachweisbar und von den isolierten, markierten Proteinen 
durch Anderung des/der Detektionssignals/Detektionssignale unterscheidbar ist, man 

d) die iVIIscliung von Stufe c) mit einer zu untersuchenden Substanz in Kontakt 
bririgt und man 

e) eine weitere Messung zur Bestimmung des/der Markerslgnals/Markersignale 
durchfuhrt, 

wobei die zu untersucliende Substanz eine die Wechselwirkung beeinflussende Sub- 
stanz ist, wenn sicti das(die) in Stufe e) gerhessene(n) Markersignal(e) von dem (den) 
in Stufe c) gemessenen Markersignal(en) unterscheidet. 

Femer eingesclilossen ist ein Verfaiiren zur Identifizierung von Substanzen, die geeignet 
sind, die Wechselwirkung eines Proteins gemalJ SEQ ID NO:4 (CK II), 6 (14-3-3 epsilon), 
des Proteins EED oder einem Fragment derselben mit dem Protein gemali SEQ ID NO:2 
(PDX-1) zu beeinflussen, bei dem man entweder 

a) das Protein gemali SEQ ID NO:4 (CK II), 6 (14-3-3 epsilon), das Protein EED, 
ein Fragment derselben oder 

b) das Protein gemaB SEQ ID NO:2 (PDX-1) auf einer Mikrotiterplatte immobili- 
siert, 

c) das jeweils andere Protein markiert und es mit dem immobilisierten Protein in 
Kontakt bringt, wobei man das Vorliegen einer Wechselwirkung zwischen den in 
a) und b) genannten Proteinen nach Durchfuhrung entsprechender Wasch- 
schritte durch Nachweis der Markierung bestatigt, man 

d) die Proteine mit der zu untersuchenden Substanz in Kontakt bringt, 

wobei die zu untersuchende Substanz eine die Wechselwirkung beeinflussende Substanz 
ist, wenn die Markierung nach Zugabe der zu untersuchenden Substanz und Durchfuhrung 
entsprechender Waschschritte auf den Mikrotiterplatten nicht rnehr nachweisbar ist 




Die mit Hilfe der durchgefuhrten Screening-Verfahren identifizierten Wirkstoffe konnen zur 
Behandlung (patho)physiologischer Zustande, bei denen eine gegenuber dem Normalwert 
verminderte Insuiinproduktion beobachtetwlrd, eingesetztwerden. 

Die Erfindung betrifft daher die Verwendung einer Substanz, die die Wechselwirkung eines 
Oder melirerer Proteine gemaR SEQ ID NO:4 (CK II), 6 (14-3-3 epsilon) und BED oder 
Fragmenten derselben mit dem Protein gertiaB SEQ ID NO:2 (PDX-1) beeinfluBt, zur Her- 
stellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung von Erkrankungen, die 
durch eine verminderte Insulin-Synthese charakterisiert sind oder mit dieser einhergehen. 

Ferner eingeschlossen ist die Verwendung einer Substanz, die 

b) die Aktivitat des Proteins gema(i SEQ ID NO:4 (CK II). 6 (14-3-3 epsilon) 
und/oder des Proteins EED moduliert, 

b) an das Protein gemaR SEQ ID NO:4 (CK II), 6 (14-3-3 epsilon). das Protein 
EED Oder ein Fragment derselben bindet, 

b) das Protein gemali SEQ ID NO:2 (PDX-1). 4 (CK II), 6 (14-3-3 epsilon) oder 
das Protein EED phosphoryliert, oder 

b) den Anteil des Proteins gemali SEQ ID NO:4 (CK II) erhoht, 

zur Herstellung einer phamnazeutischen Zusammensetzung zur Beliandlung von Erkran- 
kungen. die durch eine verminderte Insufin-Synthese charakterisiert sind oder mit dieser 
einhergehen. 

Vorliegend wird unter einer Erkrankung, die durch eine verminderte Insulin-Synthese cha- 
rakterisiert ist Oder mit einer verminderten Insulin-Synthese einhergeht, verschiedenne 
Formen von Diabetes, wie z.B. Diabetes mellitus verstanden. . 

Die Erfindung betrifft femer ein Verfahren zur Herstellung einer phannazeutischen Zusam- 
mensetzung zur Behandlung von Erkrankungen, die durch eine verminderte Insulin- 
Synthese charakterisiert sind oder mit dieser einhergehen, bei dem man ein vorgenanntes 
Screening-Verfahren durchfuhrt und man die identifizierte Substanz, die als eine die Wech- 
selwirkung eines Proteins gemaB SEQ ID NO:4 (CK II), 6 (14-3-3 epsilon), EED oder ei- 
nem Fragment derselben mit dem Protein gemalJ SEQ ID NO:2 (PDX-1) beeinflussende 




Substanz identifiziert ist, mit geeigneten Hilfs- und/oder Tragerstoffen zu einer pharmazeuti- 
schen Zusammensetzung formuliert. 

Erfindungsgegenstand sind somit auch pharmazeutische Zusammensetzungen, die eine 
nach einem vorgenannten Screening-Verfahren erhaltliche Substanz und pharmazeutisch 
vertragllche Hiifs- und/oder Tragerstoffe enthalten. 

GemaR einer besonderen Ausfuhrungsform Iconnen auch eines oder mehrere Protelne ge- 
mad SEQ ID NO:4 (CK II), 6 (14-3-3 epsilon) und EED und/oder Fragments derselben zur 
Herstellung eines phamnazeutisclien Praparates zur Beiiandlung einer Erkrankung, die 
durch eine verminderte Insulin-Synthese cliarakterisiert Ist oder mit dieser einhergeht, ver- 
wendet werden. 

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung einer oder mehrerer Nukleinsauren gemaB 
SEQ ID NO:3 oder 5 und/oderoder einer oder mehrerer fur EED l<odierender Nukleinsau- 
ren zur Herstellung eines pharma^eutischen Praparates zur Modulation der Insulin- 
Synthese in einem Individuum. Diese Praparate konnen beisplelsweise in der Genthera- 
pie, z.B, bei der Generierung artifizieller, insulinproduzierender Zellen fur eine Transplan- 
tation, Anwendung finden. 

Im Rahmen der durchgefuhrten Arbeiten wurde erstmals das Protein (EED), bei dem es 
sich um eine EED-lsoform handelt (vgl. Fig. 4 in Sewalt et al. Mol Cell Biol (1998), 18(6): 
3586-95), als regulatives Element identifiziert, das ebenfalls eine bedeutende Rolle bei 
der Insulinbiosynthese spjelt Erfindungsgemali eingeschlossen sind Fragmente der vor- 
genannten Proteine, wobei der Begriff EED auch die kurzere Isoformen von EED ein- 
schlieBt (vgl. Fig. 15). 

Anhand der gewonnenen Erkenntnisse lassen sich Assays zur Messung der Funktionali- 
sierung von PDX-1 konstruieren, die Aufschluss uber die Eigenschaft von Substanzen 
geben, die. Bindung von PDX-1 an den Promoter des Insulin-Gens zu inhibieren bzw. zu 
fordern. So lassen sich anhand von molekularbiologischen Standardverfahren beispiels- 
weise transgene Zellkulturen etablieren, in die man ein Reportergen einbringt, dessen 
Genprodukt leicht detektierbar und quantifizierbar ist, und das unter der Kontrolle eines 
Promoters mit PDX-1 -bindenden DNA-Sequenzen stabil exprimiert wird. Unter Indukti- 
onsbedingungen, d.h. bei Bindurtg von PDX-1 an den Profn6tor, kann dann die Expressi- 
on des Reportergens unter Einfluss der zu testendfeh Substanz andlysiert werden. 



• I 



Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen erlautert. 

Beispiele 



Material und Methoden 

Identifizierung von Giucose-induzierten phosphyiierten Interaktionspartnern von 
PDX-1: 

MIN 6-Zellen wurden bis 'zur 80%-igen Konfluenz in DMEM kultiviert, das 25 mM Glucose, 
10% Pferde-Serum und 2.5% FCS (fotales Kalber-Serum) enthielt. Die Zellen wurden 
zwei Mai gewaschen, und man liefi die Zeiien im Krebs-Ringer-Puffer (118 mM Natrium- 
chlorid, 4,75 mM Kaiiumciiiorid, 1,25 mM Kaiziumciilorid, 1,2 mM Magnesiumclilorid, 
0,05% (w/v) BSA, 25 mM Natriumhydrogencarbonat, 10 mM Hepes, pH 7,4) fur drei Stun- 
den hungem. Nach der dreistundigen Vorinkubation der Zeiien wurden diese mit 500 
pCi/ml (^^ P)-Phospliorsaure (ICN) fur eine Stunde equiiibriert und anschiieliend in Ge- 
genwart oder Abwesenheit von 16 mM Glucose mit und oline die Kinaseinhibitoren Wort- 
mannin (100 nM, 10 min Vorinkubation) und SB203580 [(4-(4-Fiuorphenyl)-2-(4- 
methyisulfinylphenyl)-5-(4-pyridyi)-imidazol] (10 mM, 30 min Vorinkubation) fur weitere 30 
min inkubiert. AnschlieHend wurden die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und geern- 
tet. Die Zellen wurden fur 30 Sekunden zentrifugiert und in 100 pi 20 mM Hepes 7,8, 50 
mM Kallumchlorid, 1% Triton X-100,-0.1 mM EDTA, 20 mM (l-Glycerophosphat, 0,1 mM 
Na3P04, vollstandlger Miniprotease Inhibitorcocktail (Roche), resuspendiert. Die Zellen 
lied man fur 10 Minuten auf Eis anschwellen und zentrifugierte anschlieftend bei 14.000 
U/min. Der Uberstand (cytoplasmatischer Extrakt) wurde in ein frisches Eppendorf-Gefafi 
uberfuhrt, und die Proteine wurden unter der Verwendung von Aceton prazipitiert, mehr- 
fach in Aceton gewaschen, getrocknet und in Lysis-Puffer (8 M Harnstoff, 2 M Thioharn- 
stoff, 65 mM Chaps, 120 mM DTT, 80 mM Tris) splubilisiert. Fur die praparativen Gele 
wurden die markierten Extrakte mit 4 mg nicht-radioaktiven cytoplasmatischen Extrakten 
gemischt, die ahnlich behandelt wurden. Die Proteintrennung erfolgte unter VenA/endung 
eines immobllisierten pH-Gradienten von 3 bis 10 (IPG-Streifen, 18 cm, Amersham 
Biosciences) in einen IPGphor-isoelektrischem-Focussier-System (Amersham Bioscien- 
ces). Nach Equilibrieren des Streifens in SDS-Puffer wurde die zweite Dimension der 
SDS-PAGE uber Nacht unter Venvendung eines 12,5%igen Acrylamidgels durchgefuhrt. 
Die praparativen Gele wurden mit kolloidalem Coomassi R-250 gefarbt und einer Autora- 




diographie unter Verwendung eines Phosphor-lmagers (Molecular dynamics) unterworfen. 
Die analytischen Gele wurden einer Autoradiographie unterworfen. Es wurden soge- 
nannte „Puildown-Experimente" unter Verwendung eines bakteriellenT exprimierten GST- 
PDX-1 Proteins als Koder im Gytoplasma von Glucose stimulierten, ^^P-markierten MIN6 
Zellen durchgefuhrt. Nach Zugabe von 5 \ig GST zur Absattigung unspeziflscher Bin- 
dungsstellen wurde GST-PDX-1-Fusionsprotein, das an Gluthation-Agarose-Beads ge- 
koppelt war, mit 100 mg cytoplasmatis^chem Extrakt be! drei Stunden und 4''C und unter 
durchgehendem Schuttein inkubiert. Nach dieser Inkubationsphase wurden die Beads bei 
3000 g fiir 5 IVlinuten pelletiert, und der Uberstand wurde gesammelt und fur die zweidi- 
mensionale Gelelektrophorese verwendet. Um die Interaction von Phosphoproteinen mit 
dem GST-PDX-1 Protein nachzuweisen, wurden die pelietierten Beads 3 Mai gewaschen, 
In Lysis-Puffer suspendiert und apschliedend der zweidimensionalen Gelelektrophorese 
unten/vorfen. Die Immunfluoreszenz-Farbung und das Western-Blotting wurden unter 
Verwendung von Standard-molekularbiologischen Protokollen venA^endet 

Ergebnisse: 

Im Autoradiogramm des analytischen Geles des "Pulldown" (Fig 5, A) wurden Spots von 
phosphorylierten, mit PDX-1-interagierenden Proteinen detektiert. Diese Spots konnten in 
praparativen Gelen Coomassie-gefabten Spots zugeordnet werden und wurden mittels 
Massenspektrometrie (MALDI-TOF) identifiziert. 




Beschreibung der Figuren 

Fiaurl: 

Schematlsche Darstellung des Nachweises von Glucose-induzierten Interaktionspartnern 
von PDX-1 

Fiaur2: 

Auswirkung von Glucose auf die subzellulare Lokalisation von endogenem PDX-1. A: Die 
Zellen wurden in Krebs-Ringer-Puffer fur vier Stunden mit 0 mM Glucose inkubiert. B: Die 
Kuiturwurde anschlieBend 30 Minuten be! 16 mM Glucose weiterkultiviert- Endogenes 
PDX-1 wurde unter Verwendung eines polyclonalen Anti-PDX-1 Antisemms nachgewie- 
sen. 

FiQur 3: 

PDX-1 wird bei hohen Glucosekonzentrationen in MIN6-Zellen modifiziert. Westem-Blot- 
Analyse von nuklearen und cytoplasmatischen Extrakten, die aus M1N6-Zellen hergestellt 
wurden, und in Krebs-Ringer-Puffer bei 0 mM Glucose (Bahn 1) inkubiert und anschiie- 
flend auf 16 mM Glucose (Bahn 2) transferiert wurden. 

Fiour 4: 

Silberfarbung von bakteriell exprimiertem GST-PDX-1. 5 \}g (Bahn 1) und 1 pg (Bahn 2) 
gereinigtes GST-PDX-1; in E. coll exprimiert und mittels Polyacrylamidgelelektrophorese 
getrennt. * 

Fiqur 5:' 

Bakteriell exprimiertes GST-PDX-1 prazipitiert Phosphoproteine aus dem Cytoplasma von 
^^P-mari<ierten, Giucose-stimullerten MIN6^Zeilen. 

A: Kartierung von erhaltenen Phosphoproteinen, die durch zweidimensionale Gelelektro- 
phorese nach einem GST-PDX-1 -Pulldown-Experiment erhalten wurden. 

B: Cytoplasmatische Phosphoproteine. die durCh zweidimensionale Gelelektrophorese 
nach Acetonprazlpitation getrennt wurden. 




Fiqur 6: 

Bakteriell exprimiertes GST-PDX-1 verringert die Menge eines Phosphoproteins im Uber- 
stand von ^^P-markierten, Glucose-stimulierten MIN6-Zellen vor der zweidimensionalen 
Gelelektrophorese. 

A: Die vergroHerte Region des 2D-Gels, das einer Autoradiographie wurde, zeigt die er- 
haltenen Phosphoproteine. 

B: Die vergrolierte Region eines 2D-Gels, das der Autoradiograpliie unterworfen wurde, 
zeigt cytopiasmatiische Phosphoproteine nach Acetonprazipitation. 

C: Die vergroBerte Region eines 2D-Gels, das der Autoradiographie untenA/orfen wurde, 
zeigt cytoplasmatische Phosphoproteine nach Acetohpracipitation mit nachfolgender 
Inkubation mit GST-PDX-1 Fuslpnsproteinen. 

Figur 7: 

Veranderungen des Phosphorylierungszustands des ausgewahiten cytoplasmatischen 
Proteins als Reaktion auf Glucose und verschiedene Kinaseinhibitoren. 

A-D: 

VergroBerte Regionen von 2D-Gelen, die der Autoradiographie nach erfolgter Acetonpra- 
zipitation untenA/orfen wurden. 

A: MIN6-Zellen wurden fur 8 Stunden bei 0 mM Glucose in Krebs-Rihger-Puffer inkubiert, 
B: Die Kultur wurde auf 16 mM Glucose transferiert 

C: Die Kultur wurde auf 16 mM Glucose in Gegenwart von Wortmannin (100 nM) transfe- 
riert. 

D: Die Kultur wurde auf 16 mM Glucose in Gegenwart von SB203580 (10 jjM) transferiert. 




Fiqur 8: 

IdentifizJerung von 14-3-3-epsilon als Interaktionspartner von GST-PDX-1. 

A: Die Ergebnisse der MS-Fit-Suche ergaben Massen eines Phosphoproteins, welches 
quantitativ aus dem Cytoplasma von Glucose-behandelten M1N6-Zellen unter Verwen- 
dung eines bakteriellen exprimierten GST-PDX-1 Proteins prazlpitiert werden konnte. 

B: Westem-Blot unter Venwendung eines Anti-1-4-3-Epsilon-Antlserums (Santa Cruz). 
Baiin 1 (Positivkontrolle): 30 pg cytoplasmatischer Extrakt von Glucose-behandelten 
MIN6-Zellen. Bahn 2 (Negativkontrolle): GST-Pulldown von 400 pg Glucose-behandel- 
ten MIN6-Zellen. Bahn 3: GST-PDX-1 Pulldown von 400 pg Glucose-behandelten 
MIN6-Zelien. ^ • 

Fiaur'9: 

Aminosauresequenz von PDX-1 (SEQ ID NO:2). 
Figur 10: 

Fur PDX-1 kodierende Nukleotidsequenz (SEQ ID NO:1). 
Fiaurll: 

Aminosauresequenz von 14-3-3 epsilon (SEQ ID NO:6). 
FiQur 12: 

Fur 14-3-3 epsilon kodierende Nukleotidsequenz (SEQ ID NO:5), 
Fiaur 13: . 

Aminosauresequenz der OK ll-Untereinheiten (SEQ ID NO:4). 

a) Aminosauresequenz von CKII-alpha' 

b) Aminosauresequenz von OKI l-alpha 

c) Aminosauresequenz von GKll-beta 

Hour .14: 

Fur die OK ll-Untereinheiten kodierende Nukleotidsequenz (SEQ ID NO:3). 

a) fur CKI l-alpha' kodierende Nukleotidsequenz 

b) fur CKfl-alpha kodierende NukHBotidsequenz 

c) fur CKII-beta kodiefendfe NuW^otidsequenz 
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Figlir 15: 

Nukleotidsequenzen der kurzen EED-Isoform (SEQ ID NO:7) 
Fiaur 16: 

Aminosauresequenzen der kurzen EED-Isoform 




Pateritanspruche 



1. Verwendung eines oder mehrerer Proteine gemali SEQ ID NO:4 (CK II), 6 (14-3-3 
epsilon), EED oder Fragmenten derselben zur Durchfuhrung von Bindungsassays 
unter Verwendung eines Proteins gemad SEQ ID NO:2 (PDX-1). wobei die Frag-, 
mente an PDX-1 binden, zur.ldentifikation von Substanzen, die die Bindung zwi- 
schen dem oder den Proteinen oder Fragment(en) und PDX-1 beeinflussen (for- 
dem, hemmen, modulieren). 

2. Verfahren zur Identifiziemng von Substanzen, die geeignet sind, die Wecliseiwirkung 
eines Proteins gemali SEQ ID NO:4 (CK II), 6 (14-3-3 epsilon), des Proteins EED 
Oder einem Fragment derselben mit dem Protein gemali SEQ ID NO:2 (PDX-1) zu 
beeinflussen, bei dem man 

a) das Protein gemali SEQ ID NO:4 (GK II), 6 (14-3-3 epsilon), das Protein EED 
Oder ein Fragment derselben markiert, 

b) das Protein gemaR SEQ ID NO:2 (PDX-1) markiert. 

c) die markierten Proteine von Stufe a) und Stufe b) miteinander in Kontakt bringt 
und eine Messung zUr Bestimmung des/der Markerslgnals/Markersignale 
durchfuhrt, 

wobei die Markierungen so gewaliit sind, da(i eine Wechselwirkung der markierten 
Proteine von Stufe a) und b) nachweisbar und von den Isolierten, markierten Proteinen 
durch Anderung des/der Detektionssignals/Detektionssignale unterscheidbar ist, man 

d) die Mischung von Stufe c) mit einer zu untersuchehden Substanz in Kontakt 
bringt und man 

e) eine weitere Messung zur Bestimmung des/der Markersignais/Markersighale 
durchfuhrt, 

wobei die zu untersuchende Substanz eine die Wechselwirkung beeinflussende Sub- 
stanz ist; wenn sich das(die) in Sfufe e) g0nfiessefie(n) IVl'arlcersignaKe) von ddm(den) 
in Stufe c) gemessenen Markersignal(en) unterscheidet 




Verfahren zur Identifizlerung von Substanzen, die geeignet sind, die Wechselwirkung 
eines Proteins gemaa SEQ ID NO:4 (CK II), 6 (14-3-3 epsilon), EED Oder einem 
Fragment derselben mit dem Protein gemali SEQ ID NO:2 (PDX-1) zu beeinflussen, 
bei dem man entweder 

a) das Protein gemaU SEQ ID NO:4 (CK II), 6 (14-3-3 epsilon), das Protein EED, 
ein Fragment derselben oder 

b) das Protein gemalJ SEQ ID NO:2 (PDX-1) auf einer Mikrotiterplatte immobili- 
siert, 

c) das jeweils andere Protein markiert und es mit dem immobilislerten Protein in 
Kontakt bringt, wobei man das Vorliegen einer Wechselwirkung zwischen den in 
a) und b) genannten Proteinen nach Durchfiihrung entsprechender Wasch- 
schritte durch Nachweis der Markiemng bestatigt, man 

d) die Proteine mit der zu untersuchenden Substanz in Kontakt bringt, 

wobel die zu untersuchende Substanz eine die Wechselwirkung beeinflussende Sub- 
stanz ist, wenn die Markierung nach Zugabe der zu untersuchenden Substanz und 
Durchfuhrung entsprechender Waschschritte auf den MIkrotlterplatten nicht mehr 
nachweisbar ist. 

Venwendung einer Substanz, die die Wechselwirkung eines Oder mehrerer Proteine 
gemaR SEQ ID NO:4 (CK II), 6 (14-3-3 epsilon), EED Oder Fragmenten derselben 
mit dem Protein gema(i SEQ ID NO:2 (PDX-1) beeinfluBt, zur Herstellung einer 
pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandiung von Erkrankungen, die durch 
eIne verminderte Insulin-Synthese charakterisiert sind oder mit dieser einhergehen. 

Verwendung einer Substanz, die 

a) die Aktivitat des Protein gemali SEQ ID NO:4 (CK II), 6 (14-3-3 epsilon) 
und/oder des Proteins EED moduliert, 



b) an das Protein gemaB SEQ ID NO:4 (CK II), 6 (14-3-3 epsiron), das Protein EED 
Oder ein Fragment derselben bifiddt, 




c) das Protein gemaft SEQ ID NO:2 (PDX-1), 4 (CK II), 6 (14-3-3 epsilon) Oder das 
Protein EED phosphoryliert, Oder 

d) den Anteil des Proteins gemali SEQ ID NO:4 (CK II) erhoht. 

zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusamnnensetzung zur Behandlung von Er- 
krankungen, die durch eine vermlnderte Jnsulin-Synthese charakterisiert sind Oder 
mit dieser einhergehen. 

Verwendung nacli den Anspruchen 4 und 5, dadurch gekennzeichnet, dali die Erkran- 
kung, die durch eine verminderte Insulin-Synthese charakterisiert ist oder mit dieser 
einhergeht, Diabetes ist. 

Verfahren zur Herstellung einer phannazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung 
von Erkrankungen, die durch eine verminderte Insulih-Synthese charakterisiert sind 
Oder mit dieser einhergehen, dadurch gekennzeichnet, dafi man ein Verfahren nach 
den Anspruchen 2 oder 3 durchfuhrt und man die Substanz, die als eine die Wechsel- 
wirkung eines Proteins gemafi SEQ ID NO;4 (CK II), 6 (14-3-3 epsilon), EED oder 
einem Fragment derselben mit dem Protein gemali SEQ ID NO:2 (PDX-1) beein- 
flussende Substanz identifiziert ist, mit geeigneten Hilfs- und/oder Tragerstoffen zu ei- 
ner pharmazeutischen Zusammensetzung formuliert. 

Phamriazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, dad sie eine nach 
einem Verfahren gemaB den Anspruchen 2 oder 3 erhaltliche Substanz und pharma- 
zeutisch vertragliche Hilfs- und/oder Tragerstoffe enthalt. 

Verwendung eines oder mehrerer Proteine gemaH SEQ ID NO:4 (CK II), 6 (14-3-3 
epsilon), EED und/oder Fragmenten derselben zur Herstellung eines pharmazeuti- 
schen Praparates zur Behandlung einer Erkrankuhg, die durch eine erhohte Insulin- 
Synthese charakterisiert ist oder dieser einhergeht 

Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafi die Erkrankung Dia- 
betes ist. 

Verwendung einer oder mehrerer Nukleinfsauren gemafl SEQ ID HO:3 oder 5 
und/oder einer oder mehrerer fCir EED kodierender Nukleinsaureh zur Herstellung 




eines pharmazeutischen Praparates zur Modulation der Insulin-Synthese In einem 
Individuum. 



Figur 3: 




46 kDa 



31 kDa 




0 mM Glucose. 



■^ 16 mM Glucose 




Figur 4: 
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60 kDa 
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Figur 7: 



0 mM glucose 





mm 



.16 itiM glucose + wortmannTn 




16 mM alucQsfe + 58203560 





Figur 9: 



MNGEEQYYAATQLYKDPCAFQRGPAPEFSASPPACLYMGRQPPP 
PPPHPFPGAIiGAIiEQGSPPDISPYEVPPIADDPAVAEiliHHHIiPAQI^ 
GAEPGVLEEPNRVQLPFPWMKSTKAHAWKGQWAGGAYAAEPEENKRTO 
LEKEFLFinCYISRPRRVELAVMLl!^ 

GVAEPEQDCAVTSGEEIiIiALPPPPPPGGAVPPAAPVAAREGR3UPPGLS^ 
RRPQEPR 



Aminosauresequenz PDX-1; 
283 Aminos&uren 




Figuf 10: 



atgaac ggcgaggaigc agtactacgc 
acccatgcgc gttccagcga ggcccggcgc 
tgtacatggg ccgccagccc ccgccgccgc 
cgctggagca gggcagcccc ccggacatct 
accccgcggt ggcgcacctt caccaccacc 
ccgccgggcc cttcccggag ggagccgagc 
agctgccttt cccatggatg aagtctacca 
gcggcgccta cgctgcggag ccggaggaga 
cacagctgct agagctggag aaggagttcc 
gggtggagct ggctgtcatg ttgaacttga 
accgccgcat gaagtggaaa aaggaggagg 
ggggtggcgg ggtcgcggag cctgagcagg 
tggcgctgcc gccgccgccg ccccccggag 
cccgagaggg ccgcctgccg cctggcctta 
ctcggcggcc gcaggaacca cgatga 




ggccacgcag ctttacaagg 
cggaigttcag cgccagcccc cctgcgtgcc 
cgccgcaccc gttccctggc gccctgggcg 
ccccgtacga ggtgcccccc ctcgccgacg 
tcccggctca gctcgcgctc ccccacccgc 
cgggcgtcct ggaggagccc aaccgcgtcc 
aagctcacgc gtggaaaggc cagtgggcag 
acaagcggac gcgcacggcc tacacgcgcg 
tattcaacaa gtacatctca cggccgcgcc 
ccgagagaca catcaagatc tggttccaaa 
acaagaagcg cggcggcggg acagctgtcg 
actgcgccgt gacctccggc gaggagcttc 
gtgctgtgcc gcccgctgcc cccgttgccg 
gcgcgtcgcc acagccctcc ^gcgtcgcgc 



PDX-1 kodierende Nukleotidsequenz ; 

852 Nukleotide; Nukleotide 850-852: Stopcodon 



Figur 11: 



I»©DREDLVYQAKIiAEQAERYDEMVESMKKS/A^ 

IiSVAYKlTVIGARRASWRIISSIEQKEENKGGEDKLKMIRETO 

VliDKHIiIPAANTGESKVFYYKMKGD^^ 

TELPPTHPIWjGLAIiNPSVFYYEIIiNSPDRACRIjAKAAPDD 

LIMQIiIiRDNLTLWTSDMQGDGEEQNKEAIiQDVEDENQ 



Aminosauresequenz von 14-3-3 epsilon; 
255 Aminosauren 



Figur 12: 



atggatgatc gagaggatct ggtgtaccag 
gacgaaatgg tggagtcaat gaagaaagta 
gaaagaaacc tcctatctgt tgcatataag 
agaataatca gcagcattga acagaaagaa 
atgattcggg aatatcggca aatggttgag 
ctggatgtac tggacaaaca cctcattcca 
tattataaaa tgaaagggga ctaccacagg 
aggaaggagg ctgcggagaa cagcctagtg 
acagaacttc caccaacgca tcctattcgc 
tactacgaaa ttcttaattc ccctgaccgt 
gatgcaattg cagaactgga tacgctgagt 
atgcagttgt tacgtgataa tctgacacta 
gagcagaata aagaagcgct gcaggacgtg 



gcgaagctgg ccgagcaggc tgagcgatac 
gcagggatgg atgtggagct gacagttgaa 
aatgtgattg gagctagaag agcctcctgg 
gaaaacaagg gaggagaaga caagctaaaa 
actgagctaa agttaatctg ttgtgacatt 
gcagctaaca ctggcgagtc caaggttttc 
tatctggcag aatttgccac aggaaacgac 
gcttataaag ctgctagtga tattgcaatg 
ttaggtcttg ctctcaattt ttccgtattc 
gcctgcaggt tggcaaaagc agcttttgat 
gaagaaagct ataaggactc tacacttatc 
tggacttcag acatgcaggg tgacggtgaa 
gaagacgaaa atcagtga 



14-3-3 epsilon kodierende Nukleotidsequenz; 
768 Niikleotide; Nukleotide 766-768: Stopcodon 




Figur 13: 

a) 

MPGPAAGSftARVYAEVNSLRSREyWDYEAH\^SWGNQDDYQL^ 
KLGRGKYSEVFEAINITimERVVVKILKPVKK^^ 
Kr>PVSKTPiU:,VFEYI3SINTDFKQLYQILTDFDIRFYMYELLKAL^ 
HliW^IDHQQKKIjRIiIDWGIiAEFYHPAQEYmTRA^ 

lgcmj^mifrrbpffhgqdnydqlvrij^kvlgteelygyij^^ 

hsrkrweotihsenrhlvspealdiidkiii^ 

pcadnaVlssgltaar 



Aminos^uresequenz von CK Il-Untereinheit alpha*; 
350 Aminosaureh 



b) 

msgpvpsrarvytovnthrpreywdyeshvvewgnqddyqla^ 

LGRGKYSEVFEAINITlSnjJEKVVVKIIiKPV^^ ITIiADIVK 

DPVSRTPiUliVFEHVmTDFKQLYQTIiTDYDIRFlflyK^ 

irVMIDHEHRKIiRLIDWGIiAEFYHPGQEYNW 

GCMLASMIFRKEPFFHGHDim)QIiWIAKVLGTEDLYD^ 

SRKRWERFVHSENQHLVSPEALDFLDKLLRYDHQSI^TAREA^ 

GSSSMPGGSTPVSSANMMSGXSSVPTPSPIiGPIiAGSPVX^ 



Aminosaiaresequenz von CK Il-Untereinlieit alpha; 
391 Aniinosi.uren 



c) 

MSSSEEVSWISWFCGLRGNEFPCEVDEDYIQDKFNLTGlJSnSQVP 
HYRQiU^KqCLDLEPDEEIiEDNPNQSDIilEQAAElVn^ 

QGDFGYCPRVYCENQPl^PXGLSDIPGEAMVKIiYCPKCMDVYTPKSSRH^^ 
TGPPHMTjFMVOTEYRPKRP^ 

Aniinos3.uresequenz von CK XX-I}litereinh6lt: beta; 
215 Aminosauren 



Figur 14 



a) 

gggcagcagg gcccgggfcct acgccgaggt 
ctacgaggct cacgtcccga gctggggtaa 
tggtcgggga aaatatagtg aagtatttga 
ggttgtaaaa atcctgaagc cagtgaagaa 
ggagaacctt cgtggtggaa caaatatcat 
gtcaaagaca ccagctttgg tatttgaata 
ccagatcctg acagactttg atatccggtt 
ttactgccac agcaagggaa tcatgcacag 
tcaccaacag aaaaagctgc gactgataga 
tcaggagtac aatgttcgtg tagcctcaag 
ctatcagatg tatgattata gcttggacat 
gatctttcga agggaaccat tcttccatgg 
tgccaaggtt ctgggtacag aagaactgta 
agatccacac ttcaacgata tcctgggaca 
ccatagtgag aacagacacc ttgtcagccc 
gcgatacgac catcaacaga gactgactgc 
ccctgtggtg aaggagcagt cccagccttg 
cacggcagca cgatga 



atgcGcg gcccggccgc 
gaacagtctg aggagccgcg agtactggga 
tcaagatgat taccaactgg ttcgaaaact 
ggccattaat atcaccaaca atgagagagt 
aaagaagata aaacgagagg ttaagattct 
taagctgatt gacactgtaa aggaccccgt 
tatcaataat acagatttta agcaactcta 
ttatatgtat gaactactta aagctctgga 
ggatgtgaaa cctcacaatg tcatgataga 
ttggggtctg gcagaattcfc atcatcctgc 
gtacttcaag ggaccagagc tcctcgtgga 
gtggagtttg ggctgtatgt tagcaagcat 
acaggacaac - tatgaccagc ttgttcgcat 
tgggtatctg aagaagtatc acatagacct 
acattcacgg aaacgctggg aaaactttat 
tgaggcccta gatcttctgg acaaacttct 
caaagaggcc atggagcacc catacttcta 
tgcagacaat gctgtgcttt ccagtggtct 



CK II alpha * -kodierende Nukleotidsecpaenz ; 

1053 Naikleotide; Nukleotide 1051-1053: Stopcodon 



b) 

at 

ttacacagat gttaatacac acagacctcg 
ggaatgggga aatcaagatg actaccagct 
tgaagtattt gaagccatca acatcacaaa 
gccagtaaaa aagaagaaaa ttaagcgtga 
. tcccaacatc atcacactgg cagacattgt 
Kgtttttgaa cacgtaaaca acacagactt 
rtgatattcga ttttacatgt atgagattct 
aattatgcac agagatgtca agccccataa 
acgactaata gactggggtt tggctgagtt 
agttgcttcc cgatacttca aaggtcctga 
tagtttggat atgtggagtt tgggttgtat 
atttttccat ggacatgaca attatgatca 
agaagattta tatgactata ttgacaaata 
tatcttgggc agacactctc gaaagcgatg 
ccttgtcagc cctgaggcct tggatttcct 
acggcttact gcaagagagg caatggagca 
ggctcgaatg ggttcatcta gcatgccagg 
gatgtcaggg atttcttcag tgccaacccc 
agtgattgct ' gctgccaacc cccttgggat 
gtaadggccc - 



gtcgggaccc gtgccaagca gggccagagt 
agaatactgg gattacgagt cacatgtggt 
ggttcgaaaa ttaggccgag gtaaatacag 
taatgaaaaa gttgttgtta aaattctcaa 
aataaagatt ttggagaatt tgagaggagg 
aaaagaccct gtgtcacgaa cccccgcctt 
caagcaattg taccagacgt taacagacta 
gaaggccctg gattattgtc acagcatggg 
tgtcatgatt gatcatga.gc acagaaagct 
ttatcatcct ggccaa^gaat ataatgtccg 
gctacttgta gactatcaga t^acgatta 
gctggcaagt atgatctfctc ggaaggagcc 
gttggtgagg atagccaagg ttctggggac 
caacattgaa ttagatccac gtttGaatga 
ggaacgcttt gtccacagtg aaaatcagca 
ggacaaaetg ctgcgatatg accaccagtc 
cccctatttc tacactgttg tgakggacca 
gggcagtacg ccicgtcagca gcgct::aa.tat 
ttcacccctt ggacc'tctgg cag^ctcacc 
gcctgttcca gctgccgctg gcgctcagca 



CK II alpha-kodierende Niikleotidsecjuenz ; 

1182 Nukleotide; Ntikleotide 1180-1182: StOjpcodon 



- # . 

c) 

atgagca gctcagagga 
ccgtggcaat gaattcttct gtgaagtgga 
tactggactc aatgagcagg tccctcacta 
ggagcctgat gaagaactgg aagacaaccc 
cgagatgctt tatggattga tccacgcccg 
gatgttggaa aagtaccagc aaggagactt 
ccagccaatg cttcccattg gcctttcaga 
ctgccccaag tgcatggatg tgtacacacc 
cgcctacttc ggcactggtt tccctcacat 
caagagacct gccaaccagt ttgtgcccag 
ctaccagctg cagctccaag ccgccagcaa 




gg-tgtcctgg atttcctggt tctgtgg^ct 
tgaagactac atccaggaca aatttaatct 
tcgacaagct ctagacatga tcttggacct 
caaccagagt gacctgattg agcaggcagc 
ctacatcctt accaaccgtg gcatcgccca 
tggttactgt cctcgtgtgt actgtgagaa 
catcccaggt gaagccatgg tgaagctcta 
caagtcatca agacaccatc acacggatgg 
gctcttcatg gtgcatcccg agtaccggcc 
gctctacggt ttcaagatcc atccgatggc 
cttcaagagc ccagtcaaga cgattcgctg 



CK II beta-kodierende Nukleotidsequenz ; 

648 Nukleotide; Nukleotide 646-648: Stopcodon 




Figur 15: 



MPAAKKQKLSSDENSNPELSGDENDDAVSIESGTNTERPDTPTN 

TPIC^RKSWGKGKWKSKKCKYSPKCVNSLKEDHNQPLB^ 

GSNRWIiYECHSQGEIRIiLQSYVDADADENFYTCaVWT^ 

INPITMQCIKHYVGHGNAINELKFHPXUDPNIiLLSVSKDHAIiRLm 

EGHMDEVLSADYDIjriGEKIMSCGiyaDHSLKIiWRINSKRM^ 

SQKIHFPDFSTMJIHIOTrVDCVRWIiGDLIIiSKSCENAIVCWKPGKiy^ 

NVTILGRFDYSQCDIWYMRFSl^FWQKiyniiALGNQVGK^ 

HKCGAAXRQTSFSRDSSXLXAVCDDASXWRWDRLR 



Aminosauresequenz der kurzen EED-Xso£orm; 
427 Aminosauren 



Figurie: 



gagcagtgac gagaacagca atccagaact 
tatagaaagt ggtacaaaca ctgaacgccc 
tggaaggaaa agttggggaa agggaaaatg 
atgtgtaaat agtcticaagg aagatcataa 
gcacagtaaa gaaggagatc cattagtgtt 
gtatgaatgt cattcacaag gagaaatccg 
tgatgaaaac ttttacactt gtgcatggac 
ggctgtagct ggatctagag gcataattag 
aaagcactat gttggccatg gaaatgctat 
aaatcttctc ctgtcagtaa gtaaagatca 
cactctggtg gcaatatttg gaggcgtaga 
ttatgatctt ttgggtgaaa aaataatgtc 
gaggatcaat tcaaagagaa tgatgaatgc 
taaaactaac aggccattta tttctcagaa 
catacatagg aattatgttg attgtgtgcg 
ttgtgaaaat gccattgtgt gctggaaacc 
taaacccagt gaatctaatg tgactattct 
ttggtacatg aggttttcta tggatttctg 
tggcaaactt tatgtttggg atttagaagt 
actgactcat cataaatgtg gtgctgctat 
cattcttata gctgtttgtg atgatgccag 



atgcct gcggccaaga agcagaagct 
ctctggagac gagaatgatg acgctgtcag 
tgatacacct acaaacacgc caaatgcacc 
gaagtcaaag aaatgcaaat attctttcaa 
ccaaccattg tttggagttc agtttaactg 
tgcaactgta ggaagcaaca gagttacctt 
gttgttgcaa tcttacgtgg atgctgatgc 
ctatgatagc aatacgagcc atcctctgct 
gataataaat cctataacaa tgcagtgtat 
caatgagctg aaattccatc caagagatcc 
tgctttacga ttatggaata tccagacgga 
a-g^^gcacaga gatgaagttc taagtgctga 
ctgtggtatg gatcattctc ttaaactttg 
aattaaggaa tcttatgatt ataatccaaa 
aatccatttt cctgattttt ctaccagaga 
atggttaggc gatttgatac tttctaagtc 
tggcaagatg gaagatgata tagataaaafe 
tgggcgattt ga'ttacagcc agtgtgacat 
gcaaaagatg cttgcattgg gcaatcaagt 
agaagatcct cataaagcca aatgtacaac 
tcga'ckaacc agttttagca gggatagcag 
tatttggcgc tgggatcgac ttcgataa 



Nukleotidsequenz, die fiir die kurze EEJD-Isoform kodiert; 
1284 Nukleotide; Nukleotide 1282-1284: Stopcodon 



Zusammenfassuna 



Die vorliegende Erfindung. betrifft insbesondere die Verwendung von Substanzen, die die 
Alctivitat der Proteine Caseinidnase II (CK 11), 14-3-3 epsilon und/oder des PcG-Proteins 
EED modulieren oder die Bindung der Proteine Caseinkinase II (CK II), 14-3-3 epsilon, 
des PcG-Proteins EED und/oder eines Fragments desselben mit dem Protein Pancreatic 
duodenal homeobox-1 (PDX-1), das bei der Glucose-induzierten Insulin-Biosynthese eine 
entscheidende Rolls spielt, beeinflussen, zur Beeinflussung der Insulin-Synthese bzw. - 
Bereitstellung. 
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